
























evaluate  the  extent  of  their  elimination  in  the  two water  treatment  plants  (WTPs)  involved  in 






correlation  was  found  with  FIB,  between  NoV  II  and  intestinal  enterococci.  These  results 




























































contact, aerosols,  ingestion of contaminated  food, and water,  this one recognized as an  important 
transmission vehicle [3,14]. These viruses are released in large numbers in the feces of carriers during 
infection (105 to 1011 virus particles per gram of stool) [7]. They are very contagious and can survive 
in  the  environment  for  longer periods  than bacteria, having been  reported  that  they  can  remain 
infectious  for  120 days  in  freshwater  [3,7,8,37]. As  they have very  robust  capsids,  they are more 
resistant to disinfection, temperature changes, and low pH, than bacteria [3,37–39]. Their elimination 
is  complex  in water matrices,  requiring  the use of  combined processes  in water  treatment plants 
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(WTP)  [37,40].  Particularly  in  drinking  water,  where  these  viruses  are  usually  found  in  low 
concentrations, their detection is another technical challenge [41].   
Despite the indisputable importance of enteric viruses, the current Portuguese legislation does 
















in  the case of  the dam  reservoir. The  river has a  length of 1007 km,  its natural water  is used  for 
hydroelectric energy production,  irrigation,  fishing activity, navigability, and human supply  [46]. 
The dam reservoir has a maximum capacity of 1,095,000 dam3, and it is a source of water for 2 million 
people, which represents about one fifth of the Portuguese population; its water is used for energy 








The monitoring  of  the water  in previous  years  showed  a  higher  level  of  bacterial  and  chemical 
contamination in the river than in the water of the dam reservoir (unpublished data).   
The water from the river and dam reservoir was treated at WTP_R and WTP_D, respectively. 
The WTPs used different  treatment schemes, as described  in Salvador et al.  (2020)  [48],  the main 
differences being in the first pre‐oxidation step, carried out with ozone in WTP_R and with chlorine 





consisting  of  one  sampling  per  month.  On  the  same  day,  samples  were  collected  for  the 
detection/quantification  of  enteric  viruses,  quantification  of  FIB,  and  physical‐chemical 
characterization. Concerning  the  sampling  intended  for  enteric virus detection,  there were  some 
exceptions: biweekly sampling at the river and WTP_R sites in some months and absence of sampling 
at the dam reservoir and WTP_D sites in July and August (Figure 1). Large volumes of water were 
collected  at  the  sampling  sites  (Figure  1)  and  concentrated  by  filtration  thru Nanoceram  filters 
(Argonite; Sanford, Florida, USA) set up  in housing chambers [49]. The filtered volumes followed 
Method 1615  (EPA/600/R‐10/181)  [50], but were subjected  to variations, mainly depending on  the 











Figure  1.  Volumes  of water  sampled  in  2019  at  the  five  sampling  sites  under  survey,  aimed  at 




(2020)  [48]. Briefly,  the Nanoceram  filters  (Argonite; Sanford, Florida, USA) with  the  samples of 
concentrated water were eluted with beef extract (BD Bioscience; Franklin Lakes, New Jersey, USA) 
and the eluted solutions were subjected to an organic flocculation process followed by centrifugation 
and  filtration  through 0.22‐μm pore‐size Acrodisc Syringe  filters  (PALL Corporation; Ann Arbor, 
Michigan, USA). The resulting volumes were aliquoted and kept at −70 °C, until use. In a second step, 
thawed  samples  of  about  20 mL were  applied  to Vivaspin  concentrators  (Sartorius; Goettingen, 
Germany) and centrifuged at 8000 g and 4 °C for 6 h, until a volume of less than 1 mL was achieved 
in each sample. The final concentrates were subjected to RNA extraction and purification, using the 




Water 2020, 12, 2824  5  of  18 
 
United Kingdom) was used for detection and quantification of Enterovirus in reaction mixtures of 20 








sample (gc/L). Only results  that met  the quality requirements specified by  the kits referred above 
were  validated. Only  samples with  Cq  (cycle  quantification)  values  below  40 were  considered 
positive. 
Table 1. RT‐qPCR conditions for detection and quantification of enteric viruses. 
  Step  Time  Temperature  Number of Cycles 
Enterovirus 
Reverse Transcription  10 min  55 °C  1 
Enzyme activation  2 min  95 °C  1 




Reverse Transcription  10 min  45 °C  1 














colonies were  then  cultured on non‐selective nutrient  agar  (Yeast Extract Agar, OXOID Limited; 
Wade Road, United Kingdom) at 36 ± 2 °C for 21 ± 3 h. After the incubation time, the cytochrome c 






with  Quanti‐Tray  (IDEXX  Laboratories;  Westbrook,  Texas,  USA)  at  44.5  °C,  following  the 
manufacturerʹs instructions. The results were expressed in MPN/100 mL. The quantification of fecal 
coliforms in drinking water samples was performed by filtration of a 100‐mL aliquot through a 0.45 
μm  cellulose‐ester membrane  (Pall Life Sciences)  that was placed on a plate with Lauryl  culture 
medium (MLSA, OXOID Limited; Wade Road, United Kingdom) and incubated at 44 ± 0.5 °C for 21 
± 3 h. Yellow and orange colonies were  transferred  to non‐selective nutrient agar medium  (Yeast 




negative oxidase  colonies were  incubated  in DEV  ‐ Fluorocult  (Biogerm; Maia, Portugal)  culture 
medium at 44 ± 0.5 °C for 21 ± 3 h. After this period, fecal coliforms were quantified as those that 
changed  the medium color  to yellow, due  to  lactose  fermentation. The  results were expressed  in 
cfu/100 mL. 
2.4.3. Intestinal Enterococci 
The procedure  for quantifying  intestinal enterococci was based on  the  international standard 








The  physical‐chemical  parameters  included  in  this  study  (temperature  and  total  chlorine 
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3.2.   Fecal Indicator Bacteria (FIB) Quantified in Water Samples 




2714 MPN/100 mL  in  the  river  and  13–148 MPN/100 mL  in  the dam  reservoir  (Figure  2).  Fecal 












of  FIB  evaluated  (coliform  bacteria,  E.  coli,  fecal  coliforms,  and  intestinal  enterococci)  registered 
throughout  the  sampling  campaign,  in  the  surface water  sources  under  survey  (River  and Dam 
reservoir). 




River  Dam Reservoir  WTP_R  WTP_D  Point in the Distribution Network 
Entero  NoV I  NoV II  HAV  Entero  NoV I  NoV II  HAV  Entero  NoV I  NoV II  HAV  Entero  NoV I  NoV II  HAV  Entero  NoV I  NoV II  HAV 
gc/L  gc/L  gc/L  gc/L  gc/L 
January  ND  ND  ND  ND  0.2  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  12.5  ND 
February (A)  ND  ND  0.4  ND  –  –  –  –  ND  ND  2.6  ND  –  –  –  –  –  –  –  – 
February (B)  ND  3.6  19.6  ND  ND  ND  2.0  ND  ND  ND  9.7  ND  ND  ND  7.9  0.1  ND  ND  ND  ND 
March (A)  4.4  0.2  ND  ND  –  –  –  –  ND  ND  ND  ND  –  –  –  –  –  –  –  – 
March (B)  ND  5.3  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  –  –  –  – 
April  ND  10.6  2.4  ND  ND  ND  0.8  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  1.4  ND  ND  ND  ND  ND 
May  ND  ND  ND  ND  ND  ND  1.4  ND  ND  ND  1.5  ND  ND  ND  4.5  ND  ND  ND  4.6  ND 
June  ND  ND  0.5  ND  ND  ND  78.6  ND  ND  ND  0.6  ND  ND  ND  0.9  ND  ND  ND  0.1  ND 
July  ND  ND  ND  ND  –  –  –  –  ND  ND  0.2  ND  –  –  –  –  ND  ND  0.7  ND 
August (A)  ND  ND  ND  ND  –  –  –  –  ND  ND  ND  ND  –  –  –  –  ND  ND  0.2  ND 
August (B)  ND  ND  ND  ND  –  –  –  –  ND  ND  0.2  ND  –  –  –  –  –  –  –  – 
September 
(A)  ND  0.4  ND  ND  –  –  –  –  ND  ND  0.1  ND  –  –  –  –  ND  ND  0.1  ND 
September (B)  ND  2.0  0.8  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  0.9  ND  –  –  –  – 
October (A)  ND  137.0  ND  ND  –  –  –  –  ND  ND  0.2  ND  –  –  –  –  –  –  –  – 
October (B)  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  0.1  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  0.1  ND 
November  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  –  –  –  – 



























the dam reservoir and WTP_D, and between 12.5 and 21.0 °C at  the sampling point  in  the water 
distribution network (Figure 4). The pH was similar along the sampling campaign on the river and 
WTP_R (7.4–8.0 and 7.1–8.0, respectively) while on the dam reservoir and WTP_D an increase was 









the 2019 sampling campaign  (n = 96).  ). The  first and second graphs represent variations  in water 
temperature and water pH, respectively,  throughout  the sampling campaign, at  the  five sampling 
sites  (River, Dam  reservoir, WTP_R, WTP_D, point  in  the distribution network). The  third graph 
represents the variation in total chlorine concentration, in the drinking water sampled throughout the 
sampling  campaign,  at  the  three  sampling  sites: WTP_R, WTP_D  and  point  in  the  distribution 
network. 
3.5.   Evaluation of Correlations Between the Various Parameters Under Study 
The  enteric  viruses  detected  in  this  study  did  not  evidence  any  correlation  with  the 
microbiological  (coliform bacteria, E. coli,  fecal coliforms,  intestinal enterococci) and  the physical‐
chemical  parameters  under  study  (temperature,  pH,  total  chlorine),  except  that  NoV  I 
detection/quantification showed a moderate positive correlation with intestinal enterococci (r = 0.48; 
p  <  0.001)  (Table  3).  On  the  other  end,  correlations  were  found  between  the  microbiological 
parameters,  except  for  intestinal  enterococci  (Table  3).  The  concentration  of  coliform  bacteria 
evidenced a strong positive correlation with fecal coliforms concentration (r = 0.92; p < 0.001), as well 
as with the concentration of E. coli (r = 0.92; p < 0.001); moderate negative correlations with pH (r = 






























































































































Entero  1  0.2  ‐0.16  ‐0.02  0.14  0.01  0.1  0.17  ‐0.1  ‐0.09  ‐0.19 
NoV I  0.2  1  0.03  ‐0.05  ‐0.01  ‐0.1  ‐0.16  0.48**  0.1  ‐0.11  ‐0.08 
NoV II  −0.16  0.03  1  0.2  ‐0.08  ‐0.05  ‐0.1  ‐0.15  ‐0.12  0.17  0.06 
HAV  −0.02  −0.05  0.2  1  ‐0.11  ‐0.09  ‐0.09  ‐0.09  ‐0.2  0.14  0.2 
Coliform bacteria  0.14  −0.01  –0.08  −0.11  1  0.92***  0.92***  ‐0.04  0.30*  ‐0.45**  ‐0.85** 
Fecal coliforms  0.01  −0.1  –0.05  −0.09  0.92***  1  0.94***  ‐0.17  0.16  ‐0.39*  ‐0.76** 
E. coli  0.1  −0.16  –0.1  −0.09  0.92***  0.94***  1  ‐0.16  0.22  ‐0.41**  ‐0.73** 
Intestinal enterococci  0.17  0.48**  –0.15  −0.09  −0.04  −0.17  −0.16  1  0.19  ‐0.16  ‐0.16 
Temp  −0.1  0.1  –0.12  −0.2  0.30*  0.16  0.22  0.19  1  ‐0.34*  ‐0.29 
pH  −0.09  −0.11  0.17  0.14  −0.45**  −0.39*  −0.41**  −0.16  −0.34*  1  0.36* 
Total chlorine  −0.19  −0.08  0.06  0.2  −0.85**  −0.76**  −0.73**  −0.16  −0.29  0.36*  1 





































Spain,  in  concentrations  (327.0–660.0  gc/L)  higher  than  in  the  present  study.  RNA  from HAV, 
detected  in  this  study,  had  already  been  detected  in  treated waters  in  several municipalities  in 
Colombia [21], together with Enterovirus RNA. 









higher air  temperatures, or both, associated  to absence of rainfall  (characteristics of summer)  that 
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them. This was an  expected  result due  to  the permanent  surveillance over  the water  for human 
consumption in Portugal, where the legislation [42] is being rigorously enforced. 




water,  its  detection may  have  been  due  to  the  considerably  higher  volumes  of  drinking water 
sampled  (620  L  in  this  particular  sample  of WTP_D),  relative  to  surface water  (Figure  1),  thus 
increasing the possibility of finding viruses in this water matrix [48,64]. In relation to NoV II RNA, 





leading  to  RNA  degradation.  The  fragility  of  RNA  molecules  that  can  degrade  in  a  complex 
experimental procedure  [65]  such  as  the one  followed  in  this  survey  is well documented. Water 
matrix  interfering materials, besides possible effects on the recovery of viral RNA may also cause 
inhibition in RT‐qPCR reactions [48,66,67]. To assess the possible inhibition in each reaction, internal 
amplification  controls were used  to  allow  the  identification of  eventual  false negatives  [68]. The 
referred influence of the characteristics of the water matrix on viral RNA recovery rate was reported 

























coliforms, either with  fecal  coliforms or with E.  coli,  like has been  consistently  reported  [70] and 
explained by their actual relationships. The weak positive correlation between concentration of fecal 


















targeting  viral  infectivity,  other  waterborne  pathogenic  viruses,  and  other  water  matrices  (i.e. 
groundwater and treated wastewater). 
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